143. Zastosowanie cytogenetyki i genetyki molekularnej w badaniach płaskonabłonkowych nowotworów głowy i szyi  by Kujawski, M. et al.
akumulacja 8-11 mutacji. Aberacje chro-
mosomowe z przewagq delecji zmieniajq
funkcjonowanie genomu. Mnogos6 uszko-
dzen materiatu genetycznego .prowadzi
do niestabilnosci genetycznej, kt6ra uta-
twia generowanie kolejnych uszkodzen.
Oznacza to zmiany na poziomie kom6r-
kowym obejmujqce kolejno transformacjl?
nowotworowq, a w dalszym etapie wzrost
agresywnosci i powstawanie przerzut6w
regionalnych i odlegtych.
Wnioski: Pomimo tak duzego postl?PU
w naukach podstawowych nadal jest brak
podstawowego markera monitorujqcego
przebieg i okreslajqcego prognozl?
nowotwor6w gtowy i szyi. Wydaje sil?,
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Objectives: Reactivation of telomerase
is believed to play an important role in
immortalization and carcinogenesis.
Design: To investigate the expression of
three components of telomerase complex
(hTR, hTERT, TP1) along with telomerase
activity in malignant and normal cells.
Methods: Cells isolated from gastric and
colon cancer, and normal mucosa from
stomach and colon of corresponding
patients. In addition established cell lines
from gastric •. and cqlon cancer have been
studied. ExpresSion of hTERT, hTR and
TP1 has been studied by reverse tans-
criptase PCR technique. Telomerase
repeat amplification protocol-TRAP and
PCR-ELISA was used for analysis
telomerase activity. FISH technique was
used to detect possible TERT gene
amplification.
Results: The all telomerase components
were consistently expressed in colon and
gastric cancer cells. Neoplastic RNA pro-
duced consistently very strong amplifica-
tion signals either for hTR hTERT and
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TP1. The expression of hTR was observed
in RNA isolated from all normal mucosa
samples and from peripheral blood
lymphocytes. The expression of TP1 and
hTERT has been found in the majority of
normal cells, however the amplification
signals produced were usually much
weaker then in malignant cells. The
limiting dilution experiments indicated that
the cancer cells have at least 100-fold
higher telomerase activity and at least 25-
fold higher TP1 and hTERT expression in
comparison to normal cells. FISH analysis
revealed amplification of TERT gene in
malignant cells.
Conclusions: It can be concluded that
all cancer cells tested have higher telo-
merase expression and activity, as com-
pared to normal cells. The high expression
and activity of telomerase in cancer cells
can be explained by amplified TERT gene.
Therefore telomerase can be a good
cancer marker provided quantitative
analysis is carried out. Grant support:
The work was sponsored by KBN grants







Kujawski M., Rydzanicz M.,
Wierzbicka M., Szukafa K., Szyfter W.,
Szyfter K.
Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu,
Klinika Otolaryngologii AM w Poznaniu
Wieloetapowos6 procesu.kanceJQgene;z:y
oraz towarzyszqca mu akumulacja zmian
na poziomie molekularnym, subkom6rko-
wym i kom6rkowym jest zjawiskiem og61-
nie znanym i akceptowanym. Wiqzq sil?
z nim starania majqce okresli6 specyficzne
markery genetyczne, pozwalajqce na okre-
slenie etapu rozwojowego guza nowotwo-
rowego. Jednymi Z lepiej opracowanych
modeli opisujqcych rozw6j choroby nowo-
tworowej Sq modele oparte na badaniach
cytogenetycznych, a wsr6d nich zapropo-
nowany dla pfaskonabtonkowych nowo-
twor6w rejonu gtowy i szyi. Wskazujq one
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na wyst~powanie charakterystycznych
aberracji chromosomowych obserwowa-
nych w poszczegolnych etapach rozwoju
choroby. W badaniach wtasnych skoncen-
trowano si~ na procesie powstawania
przerzutow do okolicznych w~ztow chton-
nych. Wykazano w nich prawdopodobny
zwiqzek utraty materiatu genetycznego
w obr~bie chromosomu 13, a w szcze-
golnosci genu RB1 z procesem powsta-
wania przerzutow. Kolejny nurt badan
skierowany byt na wykorzystanie linii ko-
morkowych wyprowadzonych z nowotwo-
row krtani. Wskazaty one na istotnq rol~
w rozwoju raka krtani amplifikacji materiatu
genetycznego w regionie 11 q13, co wy-
kazano przy wykorzystaniu zarowno me-
tod cytogenetyki klasycznej, jak i mole-
kularnej. Zastosowanie metod genetyki
molekularnej pozwolHo rowniez na wykry-
cie zmian genetycznych w tkance guza,
jego marginesie, a takze w makroskopowo
niezmienionej blonie sluzowej. Uzyskane
wyniki wskazywatyby na proces tzw. kan-
cerogenezy ptaszczyznowej, ktora wiqza-
na jest z powstawaniem kolejnych ognisk
choroby nowotworowej wptywajqcych
na niepowodzenia w leczeniu nowotworow
rejonu gtowy i szyi. Wykrycie takich zmian
na poziomie molekularnym moze bye
traktowane jako istotne uzupetnienie
badan histologicznych w celu prawidto-
wego zdefiniowania bezpiecznej szero-
kosci marginesu i do poszerzenia pola
operacyjnego lub napromienianego.
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BIAt.KA Z RODZINY BCL-2 JAKO
CZYNNKI PROGNOSTYCZNE U CHO-
RYCH NAPROMIENIANYCH Z PO-
WODU NOWOTWOROW NARZJ\-
DOW Gt.OWYI SZYI - DONIESIENIE
WST~PNE
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1Klin ika Nowotwor6w Glowy i Szyi Centrum
Onkologii w Warszawie, 2Wydzial Medycyny
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Podstawowym celem radioterapii jest
niszczenie komorek nowotworowych row-
niez poprzez indukcj~ apoptozy, dlatego
tez potencjat apoptogenny komorek
nowotworowych ma znaczenie dla skute-
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cznosci radioterapii. W tym badaniu sku-
piano uwag~ na biatkach z rodziny BCL-2,
BAX- promotorze apoptozy oraz BCL-2 -
najsilniejszym inhibitorze apoptozy.
Niewykluczone, ze stosunek BAX/BCL-2
b~dzie lepszym wskaznikiem niz poziom
ekspresji poszczegolnych bialek. Celem
badania jest sprawdzenie na ile ekspresja
BAX i BCL-2 w subpopulacjach komorek
nowotworowych moze bye przydatnym
wskaznikiem prognostycznym odpowiedzi
na napromienianie. Do badania wtqczani
Sq chorzy z potwierdzonym histopato-
logicznie ptaskonabtonkowym nowotwo-
rem ustnej cz~sci gardta, u ktorych
planowane jest leczenie z zatozeniem
radykalnym. U tych pacjentow pobierana
jest biopsja z guza pierwotnego- przed
rozpocz~ciem leczenia, - po zakonczeniu
leczenia, gdy nie uzyskano catkowitej re-
gresji,- gdy w trakcie 12 miesi~cy od za-
konczonego leczenia stwierdzono wznow~
miejscowq. Ilosciowe oznaczenia ekspresji
BAX i BCL-2 jest wykonywane metoda
cytometrii skaningowej LSC, po uprzednim
wyznakowaniu biatek specyficznymi
przeciwciatami sprz~zonymi z fluochro-
mami. Od czerwca 2002 do lipca 2003
do badania wtqczono 27 pacjentow z po-
twierdzonym histopatologicznie orogardta
w stopniu zaawansowania miejsco-
wego:CSI-4, CSII-4,CSIII-10, CSIV-9.
W 17 przypadkach mozna byto przeprowa-
dzie wiarygodne, oznaczenia ekspresji bia-
tek. Udziat komorek 0 najwi~kszej ekspre-
sji BAX wahat si~ od 0,6% do 16,2%,
natomiast w przypadku BCL-2: 2,8%
- 14,3% wszystkich komorek. Uznano,
iz najbardziej wiarygodnym jest wyrazanie
uzyskanych wynikow w postaci wskaznika,
proapotycznego czyli stosunku BAX/BCL-
2. Wskaznik ten u badanych pacjentow
wahat si~ od 0,48% do 2,27%. U 8 cho-
rych b~dqcych w rocznej obserwacji po za-
konczonym leczeniu nie stwierdzono
wznowy miejscowej. U tych pacjentow
wskaznik proapoptyczny wahal si~
od 0,83% do @ ,27%. U 3 pacjentow,
u ktorych stwierdzono wczesna wznow~
lub niewyleczenie miejscowe, wskaznik
proapoptyczny wahat si~ od 0,48%
do 0,63%.
Wnioski: wst~pne wyniki badan wska-
zujq, iz wskaznik proapoptyczny, obliczany
na podstawie stosunku baxlbcl-2, moze
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